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Zusammenfassung 

Die Brfindung betrifft einen ELISA-Kit zum Nachweis von ProkoUagenase 3 in. 
Korperflussigkeiten, insbesondere in Serum und Gelenkflussigkeit desMenschen sowie 
5 jba ZeilkultuTuberstanden, und monoklonale An^er, die ProkoUagenase 3 spezifisch 
erkennen. 

• Der ELllSA-Kit umfaflt in separater Veipackung wenigstens: 

a) einen festen Trager mit daran gebundenen monoklonalen Antik8rpem» die 
sensitiv und spezifiscb humane ProkoUagenase 3 oder aktivierte KoUagenase 

10 . 3binden; 

• b) humane rekombinante ProkoUagenase 3 oder aktivierte KoUagenase 3 als 
Standard zur quantitativen Bestimmung dieses Enzyms; 
c) ein Puffer zum HersteUen einer Standardreibe der rekombinanten 
KoUagenase 3; 

15 d) ein Puffer zum Verdunnen der zu untersuchenden K6rperflussigkeiten; 

e) ein detektierbar raarkiertes Konjugat, das an KoUagenase 3 bindet;und , 

f) einSubstmt.dasdie.Sichtbarmachra^ 

erlaubt, . ■ ' 

wobei es sieh bei den unter a) genannten monoklonalen Antikorpern vorzugsweise urn 
.20 monoklonale Antikorper handelt, die von den Hybridomen mit den Hinterlegungs- 
nummern IPSM ACC 2572] bzw^ lundDSM.-. l gebildet werden. 



Anwendungsgebiete sind die Medizin und tier besonders die medizkrische Diagnostic 
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ELISA-Kits zom Nachweis von Kollagenase 3 als Proenzym und in 
aktivierter Form in Korperflussigkeitea und Zellkulturiiberstanden 

5 Die Erfindung betrifft ELISA-Kits zum Nachweis der von Kollagenase 3 als Proenzym 
und in aktivierter Form in KiSiperfliissigkeiten, insbesondere in Serum und 
Gelenkfiussigkeit des Menschen sowie in Zellkulturiiberstanden, mid monoklonale 
Antikdrper, die Kollagenase 3 in latenter und aktivierter Form spezifisch erkennen. 
Anwenduagsgebiete sind die Medizin und hier besonders die medizinische Diagnostik. 

10 

Die. enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)-Technik ist gegenwartiger 
Technologiestandard in Minischen Labors. Mit dieser 'Technologie k5nnen u,a. 
Markerproteine fur bestimmte Krankheiten in Korperfliissigkeiten von Patienten 
bestimmt werden. 

15 

Matrix Metalloproteinasen (MMPs) bilden eine Familie aus sezernierten und 
membrangebundenen Endoproteinasen, die extrazellulare Matrixprdteine hydrolisieren 
(Nagase, H, and Woessner, F. Jr., J. BioL Chem, 1999, 274, 21491-21494). Auf der 
Grundlage ihrer bevorzugten Substrate und struktureller Merkmale kann man MMPs in 
20 Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine und Membran-Typ Metalloproteasen einteilen, 

Kollagenase 3 (MMP-13) wird von Zellen als inaktives Proenzym (Prokollagenase 3, . 
Pro-MMP-13),' freigesetzt und extrazellular durch die Abspaltung eines Propeptide in 
die aktivierte Form ilberfuhrt. 

Sowohl Prokollagenase 3 als auoh die aktivierte Kollagenase 3 sind typischerweise im 
ausdifferenzierten, sdulten Gewebe nicht nachweisbar. Utr Vorkommen ist jedoch im 
Zusarnmenhang mit einer ganzen Reihe von destruktiven Krankheitsbildern 
beschrieben: Bei der Ausbildung von Brustcarcinomen (Nielsen BS et al., Cancer Res. 
2001 61:7091-7100), Rheumatoider Arthritis (Westhoff CS et al, Arthritis Rheum. 
1999 42:1517-1527) urid Osteoaithrose (Shlopov BV et . al. Arlhritis Rheum, 1997 
40:2065-2074) ist der Gehalt an Prokollagenase 3-mfoNA in den betroffenen 
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Gewebetypen stack hocbreguHert. Diese Erkenntnisse machen deutiich, dass 
Kollagenase 3 ein fur die medizinische^Diagnostik hocbinteressantes Markerprotein ist. 

Bisher e*istieren jedoch fUr keinen KianWieitsverlauf, auch nicht fflr Rkeumatoide 
Arthritis, Untersuchungen zum tatsachlichen Gehalt von Prokollagenase 3 oder 
aktivierter Kollagenase 3 in KSrperflfi$sigkeiten 5 wie Serum oder Gelenkfltissigkeit, da 
bis dato keine zufciedansteUende tecbnologische LSsung auf dem Markt verfiigbar war, 
die solche Messungen erlaubt hatte. ' 

Zur Zeit werden zwei Produkte • aixgeboten, rait denen prinzipieU der Gehalt an 
Prokollagenase 3 bestiramt werden kann» 



1 , mntmk* M < *M* Meialloprr>teinase-13 ELISA sytfm 

Der erste Test, das Biotrak Matrix Metalloproteinase-13 ELISA system, ist fur die 
15 Korperflussigkeiteri Serum und Plasma validiert. Das Problem des Testes ist die sehr 
geringe Sensitivitat. AuBerdem ist der Test nicht fur Untersuchungen von 
Gelenkfliissigkeit validiert und kann somit fiir diesen Zweck nicht verwendet werden. 

2, Qunntikin^pro-MM P^I* Immunoassay • ' 

20 Das zweite Testsystem auf dem Markt ist ausschliefilich fQr den Gebraiich in der 
Zellkultur bestimmt und kann somit nicht fiir Untersuchungen von Prokollagenase 3 in 
Kflrperfltissigkeiten eingesetzt werden. 

Der Erfindung lag derazufolge die Aufgabe zugrunde, einen ELISA-Kit zur Verfugung 

25 zu stellen, der sicb im Gegensatz zu den auf dem Markt befindlichen Tests dvxch eine 

hohe Sensitivitat auszeichnet und sowohl fur den Nachweis der Prokollagenase 3 und 

der akttvierten Fotm dieses Enzyms in Korperflussigkeiten, insbesondere in Serum und 

Gelenkfliissigkeit des Menscfcen, als auch in ZellkuituruberstMnden geeigtlet ist. Die 

Erfindung sollte dariiber brinaus auch erstmals die MfigUchkeit bieten, in 

. • i 

30 Zellkultuitfberstanden und K6rperfliissigkeiten hochspezifisch das quantitative 

Verhaitnis zwischen latenter und aktivierter Form dieses Enzyms zu bestimmen 
Die Erfindung wird gernafi den Anspriichen reaiisiert 
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Die erfindungsgemaJJen ELISA-Kits zum Nachweis von Prokollagenase 3 und 
aktivierter Kdllagenase 3 umfassei^ in separater Verpackung wenigstens: 

a) einen festen Trager mat daran gebundenen monoklonalen AntikGrpem, die 
sensitiv und spezifisch humane Prokollagenase 3 oder aktivierte Kollagenase 

5 3 binden; ' 

b) humane rekombinante Prokollagenase 3 oder aktivierte Kollagenase 3 als 
Standard zur quantitative^ Bestimmung dieses Enzyms in 
KOrperfiussigkeiten und ZelU^hutiberstanden; ' 

c) einen Puffer zum Herstellen* eiher Standardreihe der rekombinanten 
10 . Kollagenase 3; ♦ 

d) einen Puffer zumVerdunnen der zu untersuchetiden Proben; 

e) ein detektierbar markiertes Konjugat, das an Kollagenase 3 bindet; und 

f) ein Substrat, das die Sichtbannachung des detektierbar maxkierten Konjugats 
erlaubt, 

15 wobei es sich bei den unter a) genannten monoklonalen Antikorpern entweder 
vorzugsweise um Anti-MMP-13 Klon M34 (mouse) handelt, und besonders bevorzugt 
um monoklonale AntikOrper, die von dem Hybridotft mit der Hinterlegungsnummer 
1DSM ACC 2572| gebildet werden* oder vorzugsweise um Anti-MMP-13 Klon EE1 
(mouse) handelt. 

20 

Als detektierbar markiertes Konjugat wird entweder eine Kombination von zwei 
' Komponenten eingesetzt, wobei es sich bei der ersten Komponente um biotinylierte 
Antik&rper bandelt, die an Kollagenase 3 binden; und als zweite Komponente um ein 
bochpolymeres Streptavidin-Konjugat, das an die biotinylierten AntikOrper bindet 

, Altemativ dazu kflnneu auch konjugierte AntikSrper eingesetzt werden, die an Kollagenase 
3 binden. 

Die AntikOtper, die als Konjugat fungieren, konnen monoklonale und/oder polyklonale 
30 Antikoxper sein. ' 

•« 

Humane rekombinante Prokollagenase 3 a die in eukaryontischen Zellen (Sf9-Zellen) 
exprimiert wurde, wird als Standard zur quantitativen Bestimmung der Prokollagenase 3 in 
KSrperflussigkeiten und Zelllailturuberstanden eingesetzt. Sie liegt entweder in lasting 
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oder in gefriergetrockneter Form vor, in der sie mehrere Monate ohne Qualitatsverlust 
haltbar ist Bei Vbrliegen in gefiiergetockaeter Form mufi die * rekombinante 
Prokollagenase 3 vor Benufeung zunachst durch Zugabe von destilliertem Wasser 
rekonstituiert werden. Humane, rekombinante aktivierte Kollagenase 3 wird aus oben 
genannter Prokollagenase 3 nnter Zugabe von Acetamino- phenyl mercury acetate 
(APMA). hergestellt und in gleicher Weise verwendet 




Der fur die Verdunnung von zu untersuchenden Proben vorgesehfene Puffer entMlt neben 
blockierenden und stabilisierenden Substanzen unter anderem Natrinmcitrat. Es zeigte sich 
10 iiberraschenderweise, dass dieses Reagenz fur die Vorbereitung von Serum des Menschen 
zur Messung von Kollagenase 3 besonders gut geeignet ist 

Der Puffer zura Herstellen einer Standardreihe der rekombinanten Prokollagenase. 3 oder 
der aktivierten Kollagenase 3 zur Messung dieser Marker in Serum enthalt humanes 
15 Serum. 



'20 



Als feste Trager werden vorzugsweise Mikrotiteiplatten yerwendet, an welchfe die 
erfindungsgemaBen monoklonalen Antikorper gebunden sind. Diese Mikrotiterplatten 
werden so produziert, dass sie mehrere Monate ohne QuaUtatsverlust getagert werden 
kflnnen. 




25 



Gegenstand der Erfindung sind auch monoklonale Antikorper, die Kollagenase 3 als 
Proenzym oder aktiviertes Enzym spezifisch erkennen und binden, wobei diese 
, monoklonalen Antikorper von Hybridonizelllinien mit den Hinterlegungsnunmiem [DSM 



ACC 2572| und DSM ... produziert werden bzw. Egenschaften wie die monoklonalen. 
Antik5iper aus der Hybridomzelllinie mit den Hinterlegungsnun^em [DSM ACC 2572| 
|und DSM TTl aufweisen. 



30 



Zur Erfindung gehoren ebenso Antikorper, die Eigenschaften wie die monoklonalen 
Antikorper aus der HybridomzeUlinien rait den Hinteriegungsmraimern [DSM ACC 2572| - 
lund DSM ..Tl aufweisen, die jedoch biochemisch oder molekdarbiologisch verandert oder 
syntbetisch sein kGnnen,. wobei dem Antikflrper gg£ Telle, die fur die Brkennung der 
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5, 

ProkoUagenase 3 nicht notwendig sind, ganz oder teilweise fehlen bzw. diese Teile durch 
andere ersetzt sind. . , 

Durch die erfindungsgemaflen ELISA-Kits werden der NachWeis von ProkoUagenase 3 
5 und von aktivierter KoUagenase 3 in Korperflfissigkeiten, insbesondere in Serum und 
Gelenkfliissigkeit des Menschen, sqwie in ZeUkulturubef standen mit hoher Sensitivitat 
ennoglicht und damit dieser potentieUe Krankheitsmarker der medizinischen Diagnostik 
besserzuganglich gemacht 

Im Vergleich zu dem Biotrak 9 Matrix Metalloproteinase-13 ELISA system ist die 
• 10 Sensitivitat der erfindungsgemaOen BLISA-Kits um den Faktor zehn hoher. In Zahlen 
ausgedruckt liegt die untere Nachweisgrenze der ELISAs bei 4 pg ProkoUagenase 3 
bzw. bei 6 pg aktivierter KoUagenase 3 / ml Probe. 

Die bei der Messung ermittelte Standardkurve duiph Untersuchung einer mitgefuhrteii 
15 humanen rekombinanten ProkoUagenase 3 bzw» der akti\derten KoUagenase 3 erlaubt 
eine schneUe Berechnung des Kollagenasegehaltes in Prpben nrit.Hilfe der dem 
Standardverlauf zugrunde liegenden Regressionsfunktion. Ein weiferer entscheidender 
Vorteil ist, dass die ELISA-Kits im Kuhlschrank gelagert werden konnen, was die 
Handhabbarkeit und VerbraucherfreimdUchkeit wesentlich verbessert. 

20 

Die erfxndungsgemSJJeix ELISA-Kits zum Nacbweis von ProkoUagenase 3 bzw. 
aktivierter KoUagenase 3 weisen insgesamt fUr den Endverbraucher eine raindestens 
einmonatige Haltbarkeit auf. Die Produktion erfolgt nach Standards der EN 46001 mid 
EN ISO 9001. Die ELISA-Kits bieten ersttnals die MSglichkeit zur Untersuchung von 
25 GeleaJti&ussigkeit. 

Die Erfindung sdU nachstehend durch Beispiele und Abbildungen naher erlautert 
werden. 

30 Beispiel 1: H erstelhmg und Screening der monoldonalen AntikSrper 

Zur . Icoucnunisierung wurden . Mause verwendet. Als Antigen diente humane 
rekombinante ProkoUagenase 3, die in Sf9-ZeUen exprimiert wurde. Das Antigen wurde 



<\XG3 Nr: 234601 von NVS:FAXG3. 10.0202/03094892271 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 6 von 22) 
atum 28.03.03 09:06 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag 
atreff: 22 Seite(n) empfangen . 



28/03/2003 10:01 . +49—30-348922 /I ^ cummin 





* 



, folgendermaBen vorbereitet: 50 »xg MMP-13 in 100 ^ PBS + 100 |xl 6M Hamstoff 
' wurden vorgelegt Zu dieser L5sung wurden 100 ^1 CFA oder DFA gegeben. 
- Die Injection wurde nach folgendem Schema durchgef&hrt: 
Tag 0: 50 jig MMP-13 intraperitoneal in CFA 
5 Tag 13: 50jigintxaperitbneal inIFA 
Tag 41: 50 US intravenos in 1 ml PBS 

Tag 44: Hybridisierung von Pre-Lymphozyten mit Milz^ und SP 2/0 My eiomzelleri. 

Es wurden drei Hybridisierungen aus eta und derselben Milz mit verschiedenen 
10 Lymphozytemnengen durchgefmirt. Die dritte Hybridisierung wax erfolgreich. 

Uberstande der ausgewachsenen Hybridome wurden im EUSA getestet Dazu wurden 
100 \il rekombinante humane Prokollagenase 3<1 jig/ml in PBS) in den Nfipfen einer 
Titerplatte uber Nacht bei 4 °C immobilisiert und ixach 3 Wasch-Schxitten (PBS mit 
0,05 % Tween® 20) mit einem Blockierungspuffer (1 % BSA in PBS) zwei Stunden 
15 blockiert Jeweils 50 nl der Zellladturiiberstande sowie Positiv- imd.NegativkontroUen 
wurden fiix eine Stunde (37 °C) in die Napfe gegeben. Nach dieser Inkubation wurde die 
Platte dreimal gewaschen und f»r eine weitere Stunde (37 °C) 100 jil Anti-Maus 
IgG(H+L)-POD-Konjugat zugegeben. Nach weiteren funf Waschungen wurde dor 
POD-Gehalt in den Napfen mit je 100 fil TMB Substrat (20 min, RT) detektiert Die 
20 Reaktion wurde mit 50 ^1 2 M H2SO4 gestoppt und die Absorption bei 450 ran 
gemessen. 

Die im ELISA positiven Hybridomuberstande wurden bis ziir Monoklonalitat kloniert 
und rekloniert. Es wurden 5 unabhangige monoklonale AntikSrper erhalten, aus denen 
insgesamt 12 Subklone mit teilweise veranderten Affmitaten gewonnen wurden. Eine 
25 HybridomzeUiaie, die die eifindungsgemaBen monoklonalen Anfikdrper Anti-MMP-13 
' Klon M34 (mouse) produziert (IgGl), wurde bei der Deutscherl * Sammlung vori 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM ACC 2572Z) in Braunschweig unter 
der Nummer 1PSM ACC 25721 am 27, 08. 02 hinterlegt 

30 Beispiel 2: Durchffihrung der BLJSA s 

Das Prinzip der ELISAs ist in Abbildung 1 dargestellt. Zur DurchfUhrung der ELISAs 
wird aus der humanen rekombinanten Koliagenase 3 eine Verdunnungsreihe ais 
Standard erstellt, welche die; rekombinante Prokollagenase 3 b2rw« aktivierte 
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Kollagenase 3 in folgenden Konzentrationen enft&it; 1000 pg/ml, 500 pg/ml> 250 pg/ml, ■ 
125 pg/ml, 63 pg/ml, 32 pg/ml, 16 pg/ml, 0 pg/ml. Wenn der Prokollagenase 3 Gehalt in 
Serum bestimmt werden soil, wird die Standardverdunnung mit' einem speziellen 
Puffersystem hergestellt, das 10 % humanes Serum enthait Jewells 100 pi dieser 

5 Standardverdiinnungen werden in Doppelbestimmung in die Vertiefungen der , 
Mikrotiterplatte, an die monoklonale Antikorper axis der Hybridcanzelllinie mit der 
Hinterlegungsnummer [DSM ACC 25721 gebunden sind, pipettiert. Die zu messenden 
Proben (Zellkulhixmediuin, Gelenkfliissigkeit oder Serum) werden mit dem fur die 
Probenvorbereitutfg vorgesehenen Puffer verdlinnt. Von den verdOnnten Proben werden 

10 dannebenfaUsjeweils 100 ^linDoppelb^ 

•Nach 120 Minuten Inkubation auf einem Scbiittler bei Raumtemperatur wird die 
Mikrotiterplatte mit dem Waschpuffer vier Mai gewaschen und danach durch . 
Ausschlagen auf Papieihandtuchem die verbliebene Flussigkeit entfenit Es folgt. der 
Eintrag von jewfeils 100 jxl DetektionslQsung 1, die biotinylierte Ajntikdrper. enthait, in 

15 ' alle benutzten Wells der Mikrotiterplatte. Hierbei handelt es sich entweder urn 
. polyklonale Antikorper oder aber urn einen monokLonalen Antfkorper oder einen 
Cocktail aus mehreren monoklonalen Antikorpern. Nach weiteren 90 Minuten 
Inkubation wird die Mikrotiterplatte . wiederum. vier Mai gewaschen und auf einem 
Papiertuch aus^eschlagen. Die Detektionslosung 2, bestehend aus einem Streptavidin- 

20 Peroxidasekonjugat und einem Verdimnungspuffer, wird gemaB Anweisung hergestellt 
und wiederum jeweils 100 pi in die entsprechenden Vertiefungen der Mikrotiterplatte 
pipettiert. Es folgt eine weitere Inkubation von 30 Minuten. Danach wird die 
Mikrotiterplatte sechs Mai gewaschen und ausgeschlagen, mit 100 \d pro Vertiefung 
Sub$tratl6sung. (Tetramethylbeiizidin) verseheh und im Dunkeln fur 15 Minuten 

25 inkubiert. Nach Ablauf der Zeit werden 100 \xl Stopplosung (0,5 M Schwefelsaure) den 
: Vertiefungen zugesetzt und die Mikrotiterplatte bei 450 nm in einem 
Mikrotiterplattenreader gemessen- Die Intensitat der optischen Dichte entspricht dem 
Gehalt an Prokollagenase 3. 

30 Bei spiel 3; T Ttit.ersuchung von Korperflussipkeiten mit dem EUSA-Kit 

In Abbildung 2 werden. die Ergebnisse der Untersuchung von Serum (2A) und 
. Gelenkfliissigkeit (2B) von Patienten mit diaghostizierter Osteoarthrose dargestellt. Der 
ELISA-Kit detektiert unterschiedliche Konzentrationen in diesen Proben. Es zeigt sich, 
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dass etwa 20 % der Semmproben und 40 % der Gelenkflussigkeitsprobexx 
ProkoUagenase 3 positiv sind. In Abbildung 3 sind Messergebnisse in Patientenseren 
nut diagnostizierter rbeumatischer Erkrankung dargestellt. Auch bier detektiert der 
ELISA-Kit in etwa 20 % der Falle einen erbabten ProkoUagenase 3 Gehalt in den 
Proben. 

Beim direkten Vergleich zwischen dem erfindungsgemaBen ELISA-Kit und dem 
Biotrak® Matrix Metalloproteinase-1 3 ELISA system zeigt sich,. dass nur der 
beanspruchte ELISA-Kit in den untersuchten Proben in der Lage ist, ProkoUagenase 3 
zu detektieren (Abbildung 4). 
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Legende zu den Abbfldungen 

Abbildun? 1: f 

5 PrjUizip des ISachweisverfahreus 

Schritt 1: Inkubation von Standards oder Probed auf der Titexplatte. Spe2ifisclie 
Bindung von Prokollagenase 3 (MMP-l 3) (Dauer: 90 Minuten) 

10 Schritt 2: Detektion der gebundenen Prokollagenase 3 (MMP-13) mit biotinyliertem 
AntikOtper (Dauer: 90 Minuten) 

Schritt 3: Zugabe von Streptavidin-Peroxidase-Konjugat (Dauer: 30 Minuten) 
15 Schritt 4: Farbentwicklung nach Zugabe von TTVffi-Subsirat (Dauer: 15 Minuten) 
Abbildung lAi 

Messung des Gehaltes an MMP-13 im Serum von Patienten mit diagnostizierter 
20 Osteoarthrose 

AbbqdungZB; 

Messung des Gehaltes an MMP-13 in dor Gelenkiatissigkeit von Patienten mit 
25 diagnostizierter Osteoarthrose. 

Abbildung3; 

Messung des Gehaltes an MMP-13 ira Serum yon Patienten mit diagnostizierter 
30 rheumatischer Ertorankung. 1 8 % der Patienten sind im Tpsieindeutig positiv 
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Messung des Gehaltes an MMP-13 im Serum von Patienten mit diagnostizierten 
rheumatischen Erkrankungen. Die Messung der gleichen .Proben wurden mit dem 
5 ' Biotrak® Matrix Metalloproteinase-13 BLISA system bzw. dem beanspmchten ELISA 
(InviUSA) durchgefQbrt Das Produkt des Wettbewerbers ist nicht in der Lage, MMP- 
13 in der Konzentration bis zu 500 pg/ml in mimanem Serum nachzuweisen. 
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Patentanspriiche 

1, ELISA-Kit zum Nacliweis von Prokollagenase 3 bzw. aktivierte Kollagenase 3 in 
KGtperfltissigkeiten, insbesondere in Serum und Gelenkfltissigkeit des Menschen, 
sowie in Zellkulturuberstanderx, umfassend in separater Verpackung wenigstens: 

g) einen festen Trkger mit daran gebundenen monoklonalen 
Antikofpera, die sensitiv und spezifisch humane Prokollagenase 3 
"bzw. aktivierte Kollagenase 3 binden; 

h) humane rekombinante Prokollagenase 3 bzw: aktivierte Kollagenase 
3 als Standard zur quantitative* Bestimmung dieses Enzyms in 
Korperfltissigkeiten; 

i) einen Puffer zum Herstellen einer Standardreihe der rekombinanten 
Prokollagenase 3 bzw. aktivierten Kollagenase 3; 

j) einen Puffer zum Verdtinnen der zu untersuchenden Probe; 
k) ein detektierbar markiertes Konjugat, das an Kollagenase 3"bindet; 
1) und ein Substrat, das die Sichtbarmachung des detektierbar 
markierten Konjugats erlaubt. 



2. ELISA-Kit nach. Anspruch 1 , dadurch gekeirazeichnet, dass 
20 es sich bei den monoklonalen Antikorpem, die an den festen Trager 

gebunden sind, vorzugsweise um monoklonal© AatikOiper handelt, die von 
den Hybiidomen mit den ffinterlegungsnummem iDSM ACC 25721 bzw. 
' und P.SM 77] gebildet werden. 




25 3. ELISA-Kit nach Anspruch 1 und 2 ? dadurch gekennzeichnet, dass 

als detektierbar markiertes Konjugat eine Kombinatibn von zwei 
Komponenten eingesetzt wird, wobei es sich bei der ersten Komponente 
um einen biotinylierten Antikoiper haadelt, der an Prokollagenase 3 bindet; 
und als zweite Komponente ein hochpoiymeres Streptavidin-Konjugat 

30 eingesetzt wird, das an die biotinylierten Antikdrper bindet 



4. • ELISA-Kit nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeicbnet, dass 

als detektierbar markiertes Konjugat ein konjugierter Antikorper eingesetzt 
wird, der an Kollagenase 3 bindet. 
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' 5 . ELISA-Kit nach Anspruch 1 , 2 und 4, dadurch gekennzeichnet,. dass 

.die Antikorper, die als Konjugat fungieren, monoklonale und/oder 
, polyklonale Antikorper sind, 

6. EUSA-Kit nach Anspruch 1-5, dadurch gekennzeichnet, dass 

~ r^^ls'Konjugate-eJjtigesetzten^ubstanzen xiut. alien ublichen Substanzen 

konjugiert werden kfinnen, vorzugsweise mit: 
, -Meenrettichperoxidase 
10 - alkalischer Phosphatase, 

7. ELISA-Kit nach Anspruch 1-6, dadurch gekennzeichnet, dass 

die als Standard eingesetzte humane rekombinante Kollagenase 3 in 
eukaryontischen Zellen exprimiert wurde und in Ldsvng oder lyophilisiert 
15 vorliegt. 

8. ELISA-Kit nach Anspruch 1-7, dadurch gekernizeichnet, dass 

der Puffer zum Verdunnen dear zu uritersuchenden Korperfliissigkeiten 
und Zellkulturuberstande Natriumcitrat enthait 

20 . 

9. ELISA-Kit nach Anspruch 1-8, dadurch gekennzeichnet, dass 

, , als feste Trager vorwiegend Milaotitexplatten eingesetzt werden. 

10. Monoklonale Antikorper., die Prokollagenase 3 spezifisch erkennen und binden, wobei 
25 diese monoklonalen Antikorper Eigenschaften wie die monoklonalen Antikorper aus 

der Hybridoinzelllime mit der Hintexlegui^siiuxiimer jDSM ACC 2572| aufweisen. 



1L Monoklonale Antikorper nach Anspruch 10, wobei die monoklonalen AntikQrper 
biochemisch oder molekularbiologisch verandert oder synthetisch sein konnen, wobei 
30 den AntikOrpern gg£ Teile, die fut die Erkennung der Prokollagenase 3 nicht 

« notwendig sind, ganz oder teilweise fehlen bzw. diese Teile durch ahdere ersetzt sind. 

. 12- Monoklonale Antikorper nach Anspruch 10-11, die von der Hybridomzelllinie rait der 
Hintedrlegimgsnurainer |DSM ACC 25721 produziert werden. 



Ad? 
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13. Hybridorazelllime mit der Hinterlegungsramimer |PSMACC257 i 
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71 Patienseren mit diagnostizierter Osteoarthrose 
(Z.n. Khie- Oder HQftgelenks-OP) 



(elndeiitig Positive: 23%) 
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Abbildung 2B: 



GelenkflOssigkeit vonPatienten mitdiagnostizierter Osteoarthrose 
(Z.n. Knie- Oder HOftgelenks-OP) 

(eindeutig Positive: 43 %) 
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Abbfldung 3: 



Patient Nr. 1 - 40 
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Patient ID 
Patient Nr. 41 - 77 (ohne 74) 
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Bio.trak MMP-13 ELISA (Amersham) 
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